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Evaluación del crecimiento de Lentinula edodes 
en medios de cultivo sólidos para la producción 

de micelio como inóculo

Growth evaluation of Lentinula edodes in solid medium 
cultures for mycelium production as inoculum

Valeska Villegas E1, Ana Milena Pérez2, Clara Arredondo3

Resumen
El crecimiento de la cepa jumbo de Lentinula edodes Pegler se evaluó en diferentes medios agari-
zados y en diferentes sustratos de crecimiento para la formación de “semilla”. El crecimiento del 
micelio se valoró en tres medios de cultivo (MYA, OMYA, PDYA), en dos pH diferentes (5 y 5,5), y 
en dos porcentajes de aserrín de eucalipto (0,3 y 0,2%),  hallándose diferencias significativas en el 
crecimiento radial en los medios de cultivos (P < 0,05) mas no en el pH y el porcentaje de aserrín. 
La obtención de semilla se evaluó con la técnica de inoculación líquida en cinco diferentes com-
binaciones de viruta de eucalipto y semillas de trigo, hallando diferencias significativas entre los 
tratamientos, y arrojando como mejor combinación 80% trigo y 20% viruta de eucalipto. 
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Abstract
Shitake (Lentinula edodes) Pegler jumbo strain growth was evaluated in different solid mediums 
and growth substrates for spawn production. Mycelium growth was tested in three culture me-
diums (MYA, OMYA, PDYA) at two pHs (5, 5.5), using two eucalyptus sawdust percentages (0.3%, 
0.2%). Analysing variance revealed significant differences in culture medium (P<0.05) but not in 
pH or percentage of sawdust used (P>0.05). The liquid inoculation technique was used for eva-
luating mushroom spawn production using five different combinations of eucalyptus sawdust 
and wheat grain, finding significant differences between treatments, the best combination for 
shiitake growth being 80% wheat grain and 20% eucalyptus sawdust.
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INTRODUCCIÓN

La producción de shiitake (L. edodes) se in-
crementa mundialmente por sus altos valores 
nutricionales y medicinales. Estados Unidos 
ha incrementado la producción de este ma-
cromiceto de 1 a 8,6 millones de libras entre 
1986 y 2000, y su precio ha disminuido de 
$5,42 a $3,29 por libra (Royse, 2001). El in-
cremento de la producción se debe en parte 
al incremento de las eficiencias de produc-
ción y al de la demanda. En Colombia, el con-
sumo y la producción de shiitake, aunque es 
poco, ha ido incrementándose en los últimos 
años y se espera un mayor crecimiento con 
los nuevos tratados de libre comercio (TLC). 

Un factor de gran importancia en el culti-
vo de macromicetos en bloques sintéticos es 
la optimización de cada una de sus etapas 
de producción, lo que conlleva una reducción 
de costos y una mayor competitividad en el 
mercado. Algunos parámetros influyen en la 
productividad del sistema: el tiempo de co-
rrida para la producción de “semilla”, el ge-
notipo y la formulación del sustrato (Royse y 
Bahler, 1986; Royse, 1985). Royse y Bahler 
en 1986 evaluaron la eficiencia biológica 
(EB) y el tamaño de los hongos cultivados 
en dos formulaciones de salvado de trigo, 
aserrín y mijo con tiempos de corrida de 60, 
90 y 120 días, y tres genotipos de L. edodes 
observando interacciones significativas en-
tre genotipo-formulación-tiempo de corrida, 
encontrando una mayor eficiencia biológica 
con un mayor tiempo de corrida. Muchas in-
vestigaciones se han centrado en aumentar 
la eficiencia biológica y los rendimientos de 
producción en shiitake pero a nivel de blo-
ques sintéticos (Royse y Bahler, 1986; Royse 
et ál, 1990; Royse y Vázquez, 2001; Shoji, 
1999; López et ál, 2001; Kawai et ál, 1996), 
pero muy pocos se han centrado en investi-
gar aquellos procesos anteriores al proceso 
de fructificación del hongo. 

Existen algunos estudios a nivel de cre-
cimiento del micelio en agar. Entre ellos se 
encuentra el realizado por Shoji (1999) en el 
cual se evaluó el efecto del potencial osmó-
tico del agua en el crecimiento vegetativo de 
tres genotipos de L. edodes en MYPA (agar 
malta levadura peptona). El micelio creció 

apropiadamente en el medio de cultivo con 
un potencial de -0,5 MPa (55% humedad). 
Existen otros estudios como el de Kawai et 
ál, (1996), el cual evalúa la producción de 
“semilla” líquida con respecto a la “semilla” 
sólida. En éste se logró obtener una reduc-
ción en el tiempo de cosecha de 120 días 
para la “semilla” sólida a 90 días para la “se-
milla” líquida. 

El objetivo de este estudio es evaluar el 
crecimiento del micelio de L. edodes en di-
versos  medios sólidos con diferentes con-
diciones de pH y porcentajes de aserrín de 
eucalipto; y evaluar el crecimiento del micelio 
para la obtención de “semilla” en diferentes 
proporciones de semilla de trigo y viruta de 
eucalipto. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Microorganismo. La cepa jumbo de Lenti-
nula edodes Pegler, perteneciente a la co-
lección de Fungi Perfecti LLC de Estados 
Unidos, se conservó a temperatura ambiente 
en aceite mineral. La cepa fue repicada en 
agar extracto de malta (MA) (Oxoid) a pH 5,5 
y se conservó a temperatura ambiente por 15 
días. 

Reactivos y materiales. Para el creci-
miento del micelio de L. edodes en caja de 
Petri se utilizaron los medios agar levadura 
extracto de malta y avena (OMYA), agar leva-
dura extracto de malta (MYA), agar levadura 
papa dextrosa (PDYA) (Staments, 2000), y 
OMYA modificado. Los ingredientes de cada 
medio fueron: 80 g de avena instantánea 
marca Éxito, 20 g de agar agar (Merck), 10 g 
de extracto de malta (Oxoid), 2 g de extracto 
de levadura (Oxoid) en 1000 ml de agua para 
OMYA; y 20 g de agar agar, 20 g de extracto 
de malta (Oxoid), 2 g de extracto de levadura 
(Oxoid), 1 g de peptona en 1000 ml de agua 
para MYA; 39 g/l PDA (Merk) + 1,8 g/l de le-
vadura para PDYA; y 40 g/l de avena instantá-
nea, 20 g de agar agar (Merck), 10 g extracto 
de malta (Oxoid), 2 g de extracto de levadura 
(Oxoid) en 1000 ml para OMYA modificado. 
Todos los medios fueron esterilizados en una 
autoclave tipo horizontal Eastern Modelo EA 
620T por 20 min a 121 °C y 15 psig.
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Los sustratos utilizados para la obtención 
de “semilla” fueron viruta de eucalipto obte-
nida en un aserrío de Rionegro, Antioquia, 
y semilla de trigo obtenida en Distribuidora 
Tenerife en Antioquia, Colombia. Ambos sus-
tratos fueron hervidos durante 15 minutos en 
agua para liberar impurezas, y se realizaron 
varios enjuagues con agua. El tiempo de re-
mojo para la viruta de eucalipto y las semillas 
de trigo fue de 12 y 2 h respectivamente con 
el fin de humedecerlos. Después se mezcla-
ron en diferentes proporciones según el dise-
ño de experimentos con una humedad final 
del 50 ± 3% determinada en una balanza 
Sartorius MA45.

Crecimiento en agar. La cepa de genera-
ción uno de L. edodes, contenida en MA a pH 
5,5, fue seccionada en cuadrantes de 1 cm2 y 
transferida al centro de las cajas de Petri de 
los 18 tratamientos obtenidos del diseño de 
experimentos, conservada a 22 ± 2 °C. Los 
factores evaluados fueron el tipo de medio 
de cultivo (OMYA, MYA, y PDYA), el porcentaje 
de aserrín de eucalipto (0,2 y 0,3%) y el pH 
(5, y 5,5). La medición del crecimiento radial 
en las cajas de Petri de 9 cm se realizó cada 
dos días por medio de la medición del diá-
metro hasta lograr una colonización total del 
área de siembra (14 días). Los experimentos 
fueron diseñados en bloques al azar con un 
arreglo factorial de 3 réplicas cada uno. 

Dicho experimento se repitió pero solo 
con los medios OMYA modificado y MYA a pH 
de 5,5 con aserrín de eucalipto al 0,3%, y sin 
aserrín. En todos los ensayos se realizaron 
controles negativos sin presencia de L. edo-
des con el fin de identificar posible contami-
nación por otros microorganismos. 

Obtención de semilla. La obtención 
de “semilla” se realizó por medio de la téc-
nica de inoculación líquida (Staments, 2000; 
Kawai et ál, 1996). El medio de cultivo para 
la fermentación contenía 40 g de extracto de 
malta (Oxoid), 2 g de extracto de levadura 
(Oxoid), 1 g de sulfato de calcio, y 3 g de 
aserrín de eucalipto en 1000 ml de agua 
(Staments, 2000). El crecimiento micelial se 
llevó a cabo en erlenmeyers de 500 ml con 
200 ml de medio de cultivo, se inocularon 2 
cuadrantes de 1 cm2 del micelio de 15 días 

de cultivado en MYA (pH 5,0 y 0,3% aserrín), 
se agitó a 100 rpm por 72 h en un agitador or-
bital. Se utilizaron 15 ml de inóculo por cada 
250 g de “semilla” usada (Staments, 2000; 
Yang y Jong, 1987). 

El diseño experimental utilizado para la 
obtención del “semilla” consistió en variar el 
porcentaje de semilla de trigo (T) y viruta de 
eucalipto (E) como se muestra en la tabla 1. 
El sustrato fue colocado en frascos de 500 ml 
y se esterilizaron en una autoclave tipo hori-
zontal Eastern Modelo EA 620T por 20 min 
a 121 °C y 15 psig. Las muestras de semilla 
fueron agitadas en el momento de adicionar 
el inóculo y mantenidas a 22 ± 2 °C duran-
te 15 días. El experimento fue diseñado en 
bloques al azar con tres réplicas por trata-
miento. 

Tabla 1. Tratamientos para la obtención 
de “semilla” de L. edodes

Viruta de eucalipto 
(%)

Trigo 
(%)

100 0

50 50

80 20

20 80

0 100

La evaluación del crecimiento del mice-
lio se realizó de manera cualitativa, deter-
minando el tiempo necesario para colonizar 
todo el frasco. Para precisar la calidad del 
micelio se realizó una observación cualitativa 
determinando la colonización del grano en 
la superficie del frasco. La calificación fue la 
siguiente: 

1-2: micelio poco denso (0-30% del gra-
no cubierto por micelio). 

2-3: micelio medianamente denso (30-
80% del grano cubierto por micelio). 

3-5: micelio denso (80-100% del grano 
cubierto por micelio). 
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Adicionalmente, se determinó en el tiem-
po el porcentaje del frasco colonizado por el 
micelio. 

En todos los ensayos se realizaron con-
troles negativos sin presencia de L. edodes 
con el fin de identificar posible contaminación 
por otros microorganismos.

Análisis estadístico 

Se realizó un análisis multifactorial de va-
rianza (Anova) con el 95% de confianza en 
Startgraphics Plus 5,0 para el diseño de 
experimentos del crecimiento de L. edodes 
en agar. Los factores considerados fueron 
medio de cultivo, pH y porcentaje de ase-
rrín de eucalipto,  utilizando como variable 
dependiente el diámetro en centímetros. 
Adicionalmente se analizaron las posibles in-
teracciones entre los factores. El valor F en 
la tabla Anova permitió identificar los factores 
significativos, y para cada factor el examen 
de rango múltiple permitió identificar para 

cada media cuáles son significativamente di-
ferentes entre ellos. 

El análisis de varianza para la obtención 
de “semilla” fue unifactorial, utilizando como 
factor el medio de cultivo y como variable de-
pendiente el porcentaje de colonización o la 
densidad cualitativa del micelio. El valor F en 
la tabla Anova permitió identificar los efectos 
significativos sobre la variable de respuesta. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Crecimiento en agar. El micelio de L. edo-
des creció en todos los medios de cultivo, 
pH y porcentajes de aserrín de eucalipto 
evaluados, alcanzando un diámetro de 9 cm 
en aproximadamente 14 días (figura 1). Adi-
cionalmente, el micelio poseía una caracte-
rística algodonosa de color blanco y la cepa 
jumbo desarrolló agregados de hifas suaves 
con una estructura similar a esferas peque-
ñas especialmente en el medio de cultivo 
OMYA. Después de transcurridos varios días, 

Figura 1. Crecimiento de micelio de L. edodes en diferentes medios de cultivo sólidos agarizados. Barras ver-
ticales: error estándar.
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algunos sectores del micelio se tornaron cafés 
indicando maduración (Staments, 2001). Nin-
gún control negativo presentó contaminación. 

Cualitativamente se pudo observar un 
micelio más fuerte y vigoroso en el medio de 
cultivo OMYA sin importar el pH y el porcentaje 
de aserrín utilizado. Dicho micelio logró ocu-
par toda la caja incluyendo su parte superior 
(figura 2a), mientras que en los otros medios 
de cultivo el micelio solo colonizaba el medio 
sin extenderse hacia arriba (figura 2b). 

El análisis de varianza reportó un valor 
P = 0,007 para el factor medio de cultivo, 
siendo los  medios MYA y OMYA significati-
vamente diferentes al medio PDYA con res-
pecto al diámetro colonizado, con un nivel 
de confianza del 95%. Adicionalmente, exis-
te una interacción entre los dos parámetros 
evaluados (pH y medio agarizado) obtenien-
do un mejor resultado para pH = 5,5 en MYA; 
sin embargo, las diferencias no son significa-
tivas entre ellas (p = 0,98).

El medio de cultivo OMYA fue de difícil 
manejo. La avena instantánea proporcionaba 

una viscosidad muy alta y, por ende, muchas 
probabilidades de contaminación al momen-
to de vaciarlo en las cajas de Petri. Por este 
motivo se realizó un nuevo experimento con 
un medio OMYA modificado, el cual contenía 
40 g/l de avena instantánea. El experimen-
to se llevó a cabo para comparar el medio 
OMYA modificado con MYA a pH = 5,5, con 
aserrín de eucalipto al 0,3%, y sin aserrín. 
El análisis de varianza, con un porcentaje de 
confidencialidad del 95%, arrojó un valor p > 
0,05 para ambos factores (medio y porcenta-
je de aserrín) indicando que no existen dife-
rencias significativas para estos factores con 
relación con el  crecimiento radial del micelio 
en el tiempo. 

Todos los medios de cultivo evaluados 
poseen nutrientes que permitieron crecimien-
tos de diferente magnitud para el micelio de 
L. edodes. Se puede concluir que los medios 
MYA y OMYA (agar malta levadura) son los 
que proporcionan un crecimiento más rápi-
do del micelio de siembra, probablemente 
por su alto contenido de nitrógeno total apor-
tado por el extracto de malta, la levadura y 

Figura 2. Crecimiento del micelio en medios sólidos agarizados. a) OMYA, pH 5,5 y 0,3% aserrín de eucalipto; 
b) MYA, pH 5,0 y 0,2% aserrín de eucalipto; c) PDYA, pH 5,0 y 0,0% aserrín de eucalipto.
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la avena. La gran diferencia en la densidad 
del micelio obtenida en el medio OMYA con 
relación al MYA puede deberse al contenido 
de avena. Los cereales son una fuente rica 
en proteínas y calorías. Mertz (1975) repor-
tó que la base de aminoácidos en la avena 
es la mejor de todos los granos de cereal, 
con un porcentaje aproximado de lisina del 
70% del ideal. La concentración de proteína 
de la avena varía de un 10,25% a un 15,69% 
en peso seco, y la grasa de un 5,7% a un 
10,41%, y un porcentaje bajo de cenizas y 
taninos (Eggum y Guillord, 1983). Adicional-
mente, estos extractos poseen altos conteni-
dos de azúcares complejos (carbohidratos y 
polisacáridos), vitaminas, minerales y sales 
que son esenciales para el crecimiento salu-
dable del micelio. 

En la literatura se encuentran algunas 
referencias sobre el crecimiento micelial de 
ciertos hongos en medios de cultivo agariza-
dos (Essien et ál, 2005; Stecchini et ál, 2001; 
Fravel et ál, 2005); sin embargo, no se ha-
llan estudios reportados en la literatura con 
L. edodes. Uno de estos estudios evaluó el 
crecimiento de Aspergillus fumigatus y Mucor 
hiemalis in vitro a temperatura ambiente en 
un medio de cultivo agarizado con cáscara 
de banano (BPA), y en caldo de cáscara de 
banano (BPB). Ambos microorganismos cre-
cieron en los dos sustratos, y no se hallaron 
diferencias significativas en el crecimiento 
radial de ambos microorganismos en BPA y 
MEA (agar extracto de malta) (Essien et ál, 
2005). 

L. edodes produce grandes cantidades 
de hidrolasas y oxidasas para la bioconver-
sión de desechos lignocelulíticos (Hatva-
ni y Mécs, 2001; Milagres et ál, 2005), y la 
diferencia entre las actividades enzimáticas 
de diferentes cepas de L. edodes puede ge-
nerar información útil para el desarrollo de 
cuerpos fructíferos, en especial la lacasa y la 
celulasa (Ohga y Royse, 2001). La actividad 
de la lacasa en las etapas tempranas de la 
colonización fue relacionada con la degrada-
ción de compuestos fenólicos presentes en 
la cebada de trigo, y la actividad de la enzima 
manganeso peroxidasa se relacionó con el 
crecimiento micelial por Mata y Sovoie 1998. 

Los resultados reportados por Milagres et ál, 
(2005) indicaron que la producción extrace-
lular de enzimas, y la formación de biomasa 
micelial de diferentes cepas de L. edodes fue 
ideal en residuos de eucalipto mezclado con 
salvado de arroz, lo que puede indicar que la 
presencia de eucalipto en los medios de cul-
tivo sólidos utilizados en el presente trabajo  
posiblemente generan una respuesta en las 
enzimas lignocelulíticas necesarias para la 
producción posterior del cuerpo fructífero del 
shiitake. Aunque no se encuentran diferen-
cias significativas en el crecimiento radial del 
micelio con relación al porcentaje de aserrín 
de eucalipto, se recomienda cultivar con un 
0,2 a 0,3% de éste.

Obtención de “semilla”. El micelio de 
L. edodes creció en todas las combinaciones 
de sustratos de trigo y viruta de eucalipto; sin 
embargo, la calidad y vigorosidad fue muy 
diferente en cada uno de ellos. El micelio 
colonizó todo el frasco a los 15 días en los 
medios 100% trigo, y 80% semillas de trigo 
20% viruta de eucalipto. 

En la figura 3 se pueden observar los 
resultados del desarrollo del micelio en los 
diferentes medios de cultivo. Al realizar un 
análisis de varianza (Anova) con un 95% de 
confianza para la calidad del micelio para el 
tiempo de 17 días, se encuentran diferencias 
significativas entre los tratamientos, arrojan-
do como mejor resultado el tratamiento con 
80% trigo – 20% viruta de eucalipto. Ningún 
control negativo reportó signos de contami-
nación. 

La semilla de trigo es un suplemento 
que proporciona un alto contenido de car-
bohidratos y proteínas, y por ende un mejor 
crecimiento del micelio. Boyle (1998) evaluó 
el crecimiento de L. edodes en maderas su-
plementadas con diferentes nutrientes, ha-
llando que la velocidad de crecimiento del 
micelio no era limitada por la disponibilidad 
de carbohidratos, y que muchos suplemen-
tos que contenían nitrógeno lo incrementa-
ban sin inhibir la degradación de la lignina. 
Varios autores han reportado que las fuen-
tes de nitrógeno inhiben la degradación de 
la lignina por muchos hongos (Eriksson et ál, 
1990; Boyle et ál, 1992), pero L. edodes y P. 
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ostreatus se han identificado como excepcio-
nes (Leatham y Kira, 1983; Boyle, 1998). Es 
entonces de esperar que el suplemento de 
trigo no afecte la degradabilidad de la lignina 
del eucalipto, y que su crecimiento aumente 
en presencia de semillas de trigo. 

Figura 3. Crecimiento del micelio de L. edodes en 
diferentes combinaciones de sustrato (T: trigo, V: 
viruta de eucalipto) en el tiempo de 17 días. 1 a 2: 
micelio poco denso, 2 a 3 micelio medianamente 
denso, 3 a 5: micelio denso.

CONCLUSIONES 

El micelio de la cepa Jumbo de L. edodes 
crece más rápidamente en los medios sóli-
dos MYA y OMYA que en PDYA con presencia 
o ausencia de aserrín de eucalipto, y en pH 
de 5 o 5,5. Se recomienda utilizar MYA a pH 
5,5 y 0,3% de aserrín de eucalipto por sus 
buenos resultados en el crecimiento y su fácil 
manipulación. 

Si se desea trabajar con el medio OMYA 
se recomienda utilizar el OMYA modificado 
ya que éste solo contiene 40 g/l de avena, 
la mitad de la avena contenida en el medio 
original. Además, la vigorosidad del micelio 
en el OMYA es mayor a la del medio MYA. 

Aunque no se encuentran diferencias 
significativas entre 100% trigo y 80% trigo 
– 20% viruta de eucalipto, se recomienda 
obtener la “semilla” con esta última combina-
ción para activar las enzimas lignocelulíticas 
del hongo necesarias para la producción del 
cuerpo fructífero del hongo. 

Se recomienda realizar estos mismos en-
sayos con otras cepas de L. edodes, con el 

fin de comprobar el efecto de los diferentes 
medios de cultivo y del pH en el crecimiento 
micelial del hongo. 
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